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The use of the new inhibitors of formula (I) for inhibiting the 
catalytic activity of enzymes, and as diagnostic agents for these 
enzymes is new. 

R1-C(0) -NH-O-C(O) -R2 (I) 

RICO is the residue of an amino acid or peptide (both opt. 
N-substd. by alkoxycarbonyl, aralkoxycarbonyl , alkanoyl, 
cycloalkylcarbonyl , aralkanoyl , aroyl , heterocyclylcarbonyl , 
alkyl sulphonyl , aryl sulphonyl , monoaralkyl carbamoyl , cinnamoyl, 
alpha -aralkoxycarbonylaminoalkanoyl ; or where the N-substit. completes 
a cyclic amide; the amino acid or peptidyl residue components, are L- 
or D-amino acids found in proteins, or they are non-protein or substd. 
amino acids), residues of aliphatic, branched, aromatic (opt. substd.) 
or heterocyclic acyl (e.g. aralkoxycarbonyl, alkanoyl, 
cycloalkylcarbonyl, aralkanoyl, aroyl, heterocyclylcarbonyl, 
alkyl sulphonyl, aryl sulphonyl , monoaralkyl carbamoyl , cinnamoyl or 
alpha - ara 1 koxycarbonyl aminoa 1 kanoyl , collectively Ra) . 

R2CO = aliphatic, branched or opt. substd. aromatic acyl (e.g. 
benzoyl opt. substd. by F, CI, Br, N02 , NH2 , Me or MeO) or heterocyclic 
acyl (such as Ra above); or a prim, or sec. amine, such as (branched) 
aliphatic, heterocyclic or aromatic (opt. substd.) amines, including 
C-protected or unprotected amino acids and peptides; D- and other 
non-protein or substd. amino acids which can also be peptide 
components, e.g. Sarcosine, N-methylalanine , dehydroalanine , aziridine- 
or azetidine- carboxylic acid, dehydroproline or amino-benzoic acid. 

USE/ADVANTAGE - (I) are irreversible inhibitors of enzymes 
involved in cleavage, formation and isomerisation of ester and peptide 
bonds (esp. peptide hydrolases, lipases, esterases, synthesises or 
transacylases) in normal and pathological body fluids, tissues, etc.orm 
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(57) Die Erfindung dient der Entwicklung, Herstellung una Anwendung von hochwirksamen, irreversiblen Inhibitoren 
zur Hemmung unerwiinschter Aktivitat von Enzymen, die im Zuge ihrer katalytischen Einwirkung auf Substrate 
Esterbindungen spalten und knupfen sowie Peptidbindungen spnlten, isomerisieren und synthetisieren konnen. Die 
Erfindung bezieht sich auf Diacyl Hydroxylaminderivate der allgemeinen Formel R,-CO-NHO-CO-R 2 . Ziel der 
Erfindung ist ein leicht anwendbares Verfahren zur Kontrolle der Aktivitat von Enzymen in deren gereinigter Form 
sowie in normalen und pathologisch veranderten Korperflussigkeiten, Organen, Geweben, Zellen sowie ZeHkulturen 
menschlicher, tierischer, mikrobieller, viraler Herkunft sowohl in vitro als auch in vivo und zur synthetischen 
Gewinnung der Inhibitoren. Dabei kann der Rest R, -CO - fur Aminosaure- oder N-geschutzte Aminosaurereste sowie 
Ngoschutzte Peptidylreste oder Nungeschutzte Peptidylreste stehen, wobei die N-Schutzgruppen Alkoxycarbonyl, 
Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, 
Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen bzw. gemeinsam 
mit dem Stickstoffatom gebildete cyclische Amide darstellen konnen und wobei die Aminosauren bzw. die 
Bestandteile der Peptidylreste proteinoge L- und D-Aminosauren oder andere nichtproteinogene oder substituierte 
Aminosauren sein konnen bzw. aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte und 
heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkonoyt, Aroyl, 
Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl. Cinnamoyl, 

a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen darstellen. R 2 -CO- stent fur aliphatische, verzweigte, aromatische 
sowie aromatische substituierte Acylreste wie z. B. Benzoylreste mit Substituenten in ortho-. meta- oder 
para-Stellung oder Substituentenkombinationen in diesen Stellungen, vorzugsweise der Atome bzw. Gruppierungen F, CI, 
Br, N0 2 , NH 2 , CH 3# CH 3 0 und substifiierte und unsubstituierte heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, 
Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, Monoaralkyl- 
carbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen. Dabei kann R 2 auch primare oder sekundare 
Amine reprasentieren (wie aliphatische, verzweigte aliphatische oder heterocyclische oder aromatische, substituierte und 
unsubstituierte Amine, einschlieSlich von C-terminal geschtitzten und ungeschutzten Aminosauren und Peptiden, D* und 
anderen z. B. nichtproteinogenen bzw. substituierten Aminosauren, wie z. B. Sarcosin, N-Methylalanin, Dehydroalanin, 
Aziridincarbonsaure, Azetidincarbonsaure, Dehydroprolin, Aminobenzoesaure, die auch Bestandteile der Peptide sein 
konnen). Die Erfindung ist fur die Medizin, Immunbiochemie und die pharmazeutische Industrie zur Anwendung als 
Diagnostika, Therapeutika oder Pharmaka von Bedeutung. 
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Patentanspruch: 

1. Verwendung von neuen Inhibltoren zur Hemmung der katalytischen AktivitStvon Enzymen und als 
Diagnostika fur diese Enzyme, gekennzelchnet durch Varbindungen der allgemeinen Formal I 

R,-CO-NH-0-CO-R 2 , 

wobei der Rest RHiO-fur: 

- Aminosaure- Oder N-geschutzte Aminosaurereste sowie N-geschutzte 
Peptidylreste Oder N-ungeschutzte Peptidylreste, 

wobei diese N-Schutzgruppen Alkoxycarbonyl, Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, 
Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, 
Alkylsulphonyl,Arylsulphonyl,Monoaralkylcarbamoyl,Cinnamoyl, 
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen bzw. gemeinsam mit 
dem Stickstoffatom gebitdete cyclische Amide darstellen konnen, und wobei 
die AminosSuren bzw. die Bestandteile der Peptidylreste proteinogen 
L- und D-AminosSuren Oder anderenichtprotoinogene oder substituierte 
AminosSuren sein konnen; 

- aliphatische,verzweigte,aromatischesowiearomatischesubstituierteund 
heterocyclischeAcylrestewie Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, 
Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, 
Alkylsulphonyl,Arylsulphonyl # Monoaralkylcarbamoyl,Cinnamoyl, 
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen; 

Rz-CO-fur: - aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte 
Acylrestewiez.B. 

Benzoylreste mit Substituenten in ortho-, meta- oder para-Stellung Oder 
Substituentenkombinationen in diesen Stellungen, vorzugsweise der Atome 
bzw. Gruppierungen F, CI, Br, N0 2 , NH 2 , CH 3 , CH 3 0 und substituierte und 
unsubstituierte heterocyclischeAcylrestewie Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, 
Cycloalkylcarbonyl,Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, 
Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, 
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen, 
bzw. fur: 

primare oder sekundare Amine, wiefur aliphatische, verzweigte aliphatische 
oder heterocyclische oder aromatische, substituierte und 
unsubstituierte Amine, einschlieSlich von C-terminal geschutzten und 
ungeschutzten AminosSuren und Peptiden, D- und anderen z. B. 
nichtproteinogenen bzw. substitulerten AminosSuren, die auch Bestandteile 
der Peptide sein konnen wie z. B. Sarcosin, N-Methylalanin, Dehydroalanin, 
AziridincarbonsSure, AzetidincarbonsSure, Dehydroprolin, 
AminobenzoesSure steht. 

2. Verfahren zur Beeinflussung der Aktivitat von Enzymen durch neue, mechanisch-orientierte 
Inhibitoren der allgemeinen Formal I, gekennzelchnet dadurch, daB die inhibitorisch aktive Form 
des Inhibitors wahrond der Wechselwirkung zwischen Enzym und Inhibitor generiert wird und 
entwederein carbonylaktives Isocyanat, einCarbonylnitrenium, ein Carbonylnitren oder einen 
Acylrest darstellt. 

3. Verfahren zur Herstellung neuer, mechanismus-orientierter Inhibitoren fur Enzyme, 
gekennzelchnet dadurch, daS ihre Darstellung ausgehend von R^O-NHOH vorzugsweise durch 
Einfuhrung der O-Acylfunktion (R2-CO-) mittels Carbonyldiimidazol als Kupplungsreagenz und der 
entsprechenden CarbonsSure R2-COOH und im Falle der Einfuhrung von Carbaminsauredertvaten 
(alsO-Acylgruppierungen, R7-CO-) Qberdie Darstellung eines aktivierten 
Carbaminsaurenitrophenylesters und dessen nachfolgender Reaktion mit der gereinigten 
Acylhydroxamsaure Rp-CO-NHOH zum gewunschten Diacyl Hydroxylamin der allgemeinen 
Formel I erfolgt. 
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4. Verwendung von neuon, mechanismus-orientlerten Inhibitoren fflr Enzyme nach Anspruch 1, 
gekennzeichnet dadurch, daS diese oder pharmazeutisch formulierte Komplexe zur irreversibten 
Hemmung der katalytischen Aktivitat von Peptidhydrolasen, Lipasen, Esterasen, Synthetases 
Transacylasen, die sowohl kovalente als auch nichtkovalente Zwischenprodukte mit ihren 
Substraten wShrend der Katalyse bilden und zur Auspragung ihrer Aktivitat u.a. katalytisch aktive 
Serin-, Cystein- oder Aspartatreste enthalten oder mit Hilfe von Metallionen katalytisch wirksam 
sind, in ihrer gereinigten Form oder in normalen und pathologist veranderten Korperflussigkeiten, 
Organen, Geweben, Zellen sowie Zellkulturen menschlicher, tierischer, mikrobieller, viraler 
Herkunft als Diagnostika, Therapeutika oder Pharmaka zur Anwendung gelangen. 

Anwendungsgeblet der Erflndung 

Die Erfindung betrifft die Entwicklung von mechanismus-orientierten, ir reversibel wirkenden Inhibitoren fQr Enzyme, die im 
Zuge Ihrer katalytischen Einwirkung auf Substrate Esterbindungen und Peptidblndungen spalten, isomerisieren sowie knOpfen 
konnen. 

Die erfindungsgemaBenVerbindungenwirkenu.a.auf die Aktivitat von Peptidhydrolasen (Proteasen, Proteinases Peptidasen), 
Lipasen, Esterasen, Synthetasen, Transacylasen, die sowohl kovalente als auch nichtkovalente Zwischenprodukte mit ihren 
Substraten wihrend der Katalyse bilden und zur Auspragung ihrer Aktivitat u.a. katalytisch aktive Serin-, Cystein- und 
Aspartatreste enthalten oder mit Hilfe von Metallionen katalytisch wirksam sind. 

Inhibitoren derartiger Enzyme dienen dazu, deren unerwunschte Aktivitat in verschiedenen pathologlschen Zustflnden, bei 
Fermentationsprozessen in der Lebensmittelindustrie, unter Laborbedingungen wirksam zu unterdrQcken. 
Die Erfindung ist zur Anwendung als Pharmaka be i der Therapie verschiedener Erkrankungen in der Humanmedizin, 
Veterinfirmedizin, Pharmakologie, als Feinchemikalien in der Biotechnotogie, Biochemie, Immunbiochemie, Motekularbiologie. 
Genetik, Pharmazie, Lebensmittelindustrie und fur die pharmezeutische Industrie geeignet. 

Cha rakterlstik der bekannten technfschen Lflsung en 

Die selektive Hemmung von Enzymen (insbesondere von Peptidhydrolasen) zu therapeutischen, wissenschaftlichen und 
technischen Zwecken geiingt bisher Insbesondere durch den Einsatz reversibler Inhibitoren, die durch la ngwieri ge Verfa' ;ren aus 
mikrobiellem, tierischem und pflanzlichem Material isoliort warden mussen (Proteinase Inhibitors, Katunuma, N., Umezawa, H., 
Holzer, K., Hrsg., Springer-Verlag, Berlin, 1883) sowie durch synthetische Substanzen wie Statinpeptide, Cephalosporine, 
Haloenollactone, Peptidboronsfiuren und Peptidaldehyden (Design of Enzyme Inhibitors as Drugs, Sandler, M., Smith, H. J., 
Hrsg., Oxford University Press, Oxford (1989). 

Urn eine selektive Inhibierung zu erreichen, mOssen oft sehr aufwendige synthetische Verfahren zur Anwendung gebracht 
werden. So erfolgt die Synthese eines Immunsuppressiv wirksamen Inhibitors des Cyclophilins durch verlustreiche 
Kondensation von vier Struktursegmenten zu einem 23gliedrigen Ringsystem Stinson, S., Chem. Eng. News. 87, 6, 1989, 29-30). 
Andererseits besitzen verschiedene Inhibitoren wie Peptidyl halomethylketone, Peptidaldehyde, Peptidyl-N-Nitrosam!de 
aktivierte Carbonyl- bzw. Methylengruppen, die die Stabilitat der Verbindungen in biologischen Material stark einschrlinken und 
darOber hinaus unspezifisch u.a. sehr mutagen wirken (Methods in Enzymology, Bd.XLVI, Academic Press, New York 1977, 
3-240 und Fittkau, S., Jahreis, G., Peters, K., and L.Balaspiri, J.Prakt.Chem.328, 1986, 523-638). 
Darauf hin wurde von uns ein leicht anwendbares, robustes Verfahren entwickelt, daQ zur spezifischen Hemmung der 
katalytischen Aktivitat von Peptidhydrolasen fuhrt, die wShrend Ihrer Funktion keine C-terminal frelen Carboxylgruppen Im 
Substrat bendtigen und katalytisch wirksame Serin- oder Cysreinreste enthalten (Fischer, G., Demuth, H.-U., Barth, A., 
DDI 58 109, 1982). 

Mit den (dlesom Verfahren entsprechenden) Verbindungen der Struktur N-Peptidyl-O-Benzovl Hydroxylamine, geiingt die 
selektive Inhibierung von Serinproteasen (Demuth, H.-U., Baumgrafi, R., Schaper, C, Fischer, G., and Berth, A.J. Enzyme 
Inhibition 2, 1988, 129-142) und von Cysteinproteasen (Smith, R. A., Coles, P. J., Spencer, R.W., Copp, L.J., Jones, C. S., and 
Krantz,A., Bfochem.Biophys.Res.Commun.159, 1988, 1201-1207). 



Ztel der Erfindung 

Das Ziel der Erfindung besteht darin, hochwirksame, irreversible Inhibitoren fQr die Hemmung der Aktivitat von Enzymen 
(vorzugsweise Peptidhydrolasen, Lipase n, Esterasen, Synthetasen, Transacylasen) auf der Basis der Dlacy I Hydroxylamine zur 
VerfOgung zu sicMen, die sich als leicht herslellbare, hochwirksame und selektiv wirkende Substanzen durch Variation ihrer 1 
Reste R 0 zweckgebunden, zur graduellen Abstufung Ihrer Stabilitat, Applizierbarkeit, BioverfQgbarkelt und inhibitortschen 
Potenz insbesondere in der medizinischen Therapie und Diagnose einsetzen lessen. 



Darlegung des Wesens der Erfindung 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue irreversible Inhibitoren f Or Enzyme (insbesondere Peptidhydrolasen) vom Typ 
'jer Diacyl Hydroxylamine zu entwickeln. 

Das von uns oben beschriebene, elngefOhrte Verfahren definierte den N-Peptidylrest der Verbindungen als a-Aminosfi-jre-, 
N-geschutzten a-Aminosaure- oder Peptidylrest und Gen Benzoylrest mit Substituenten oder Substituentenkombinaticnen in 
ortho-, meta- oder para-Stellung, vorzugsweise F, CI, Br, NO*, CH J# CH 3 0. < 



J 
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Untersucrvmgen zum Mechenismus der Inaktivler ung der SerinpepWpse Dipoptldyl Peptidase IV mittels Inhibitoren der oben 
genannten btruktur, lesson aber erwarten, daS das Wirkprlnzip wait Ober die von una in der Patentschrift DD 1 581 09 

23*-248) und damit die Verwendbarkeit von Verbindungen a) weitergahender atruktureller Variationen in Verfahren zur 

Hemmung von Enzymen mit b) auch andoren Eigenschaften als denen der kovalent katalysterenden Peptidhydrolasen mit 

katalytisch aktiven Cystein- und Serinresten ermflglicht. Das schlieBt auch Enzyme eln, deren Substrate C-terminal freie 

Carboxylgruppen tragen, die durch die ursprungtiche Patentschrift ausdrucklich ausgeschtossen worden waren 

Es wurden zur Herstellung dieser Strukturen neuartige Synlheseverfahren entwickelt, die sich im Vergleich zu den bisherigen 

durch Reduzierung darSyntheseschritte und leichtereZugfinglich 

durch fotgende Vorteile auszeichnen: 

1. EinfacheMolekulstruktur 

2. Leichte synthetische und damit biilige Zugfinglichkeit 

3. Ffihigkeit durch einfechste Strukturvariationen hohe Selektivitfit zu erzieten 

4. Ffihigkeit durch geeignete Wahl der Substituenten 

a) die Lebensda uer der Verbindungen 

b) die Bioverfugbarkeit der Verbindungen 

c) die Transportierbarkeit der Verbindungen zu beeinflussen 

5. Univeraellere Anwendbarkeit auf verschiedene Enzymktassen nicht nur auf Proteaaen, die Cystein. und Serinreste zur 
Katalyse benotigen. 

Oiese Eigenschaften werden ernndungsgcmfiS durch Verbindungen der aiigemeinen Formei i 

R,-C-NH-0-C-R 2 
0 O 

erfullt, wobei der Rest R,-CO- stent fur: 

" Am ^ n f sfure-oder N-geschutzte AminosSurereste sowie N-geschutzte Peptidylreste oder N-ungeschGtzte Pcotidylreste- 
wobeidieseN-SchutzgruppenAlkoxycarbonyUrallroxycarbonyU^ ' 
Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Ary Isutphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoa!kanoyl 
Gruppierungen bzw. gemeinsam mit dam Stickstoffatom gebildete cyclische Amide darstellen kdnnen; und wobei die 
Arnmosduren bzw. die Bestandteile der Peptidylreste proteinogen L- und D-Aminosfluren oder andere nichtprotelnogene oder 
substituierte Aminosauren sein kdnnen. 

" ?.? hatl ?* 0 ' verzw ^9 te ' aromatische sowie aromatische substituierte und heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbony! 
Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl. 
Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierunaen 

Rr-CO- stent fur: 

- aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte Acylreste.wie z. B. Benzoylreste mit Substituenten in 
ortho-, meta- oder para-Steltung oder Substituemenkomblnationen in diesen Stellungen, vorzugsweise der Atome bzw 
Gruppierungen F, CI, Br, N0 2 , NH 2 , CH 3 , CH 3 0 und substituierte und unsubstituierte heterocyclische Acylreste wie 
Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Aryisulphonyl 
Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierunaen 

- DabeikannR 2 auch stahen fur: 

primfire oder sekundfire Am'ne (wie fQr aliphatische, verzweigte aliphatische oder heterocyclische oder aromatische 
substituierte und unsubstituierte Amine, oinschlieGlf ch von C-terminal geschiltzten und ungeschutzten Aminosfiuren und 
Peptiden, p- und anderen z. B. nichtprotelnogenen bzw. substituierten Aminosfiuren, die auch Bestandtel le der Peptide sein 
konnen wie z.B. Sarcosin, N-Methylalanin, Dehydroalanin, Aziridincarbonsfiure, Azetidincarbonsfiure, Dehydroprolin, 
Aminobenzoesfiure). 

Bei der Einwirkung der wfiBrigen Ldsung eines Stoffes der aiigemeinen Formei mit sofchen Resten R, und R 2 , die von dem 
betreffenden Zielenzym als substratanaloge Strukturen erkannt werden, auf das betreffende, im isolierten Zustand oder in 
biolog.schem Material befindfiche EnzymwirdeinezeitabhfingigelnhibierungderEnzymaktivitatunterBedingungenerzielt,die 
fur die ubhche W.rkungsausprfigung der Enzymaktivitat charakteristisch sind und dabei von der Inhibitorkonzentration und der 
Struktur der Reste Ri und R 2 abhfingig ist. 
Oieerfindu^ngsgemfiBenVerbindungenemfa^ 

! ?TwJk ® bfl ° spallen w,rd ' und 6 ^ verbleibendes reaktives Intermedial mit den mdgllchen Strukturen R,-CON, R.-CONH* 
oder Rx-NCO durch Reaktion mit Gruppen im oder in der Nachbarschaft das aktiven Zentrums die weitere katalytische Aktivitfit 
des jeweiiigen Enzyms blockiert wird. Diesen Typ der Inhibierung bezeichnet man als mechanlsmus-orlentierte Inhibierung 
(Demuth, H.-U Neumann, U., Pharmazie 44, 1889, 1-11). Das Verfahren beruht darauf, daB die zur Modifizierung des Enzyms 
funrende chemischo Reaktion vorwiegend durch die katalytische Einwirkung des Zielenzyms auf den Inhibitor erfolgt, so daB 
unspezifiscne Reaktionen mit andoren BiomolekOlen weitestgehend vermieden werden kdnnen 

Inhibitoren dor aiigemeinen Formei zeichnen sich durch hohe Selektivitfit zwischen den Zielenzymen aus. Elne Variation dieser 
Spezintfit, der Inhibierungsgeschwindigkeit, Ihrer Lebensdauer in biologischen Losungen und ihrer Penetrationseigenschaften 
kann durch die entsprechende Auswahl und Kombination der Reste R, und R 2 sowie deren Substituenten vorgenommen wei den 
Die nbtigen synthetischen Operationen zur Bereitstellung der Reste R,-COOH und Rj-COOH bzw. R, und R 2 erfolgen nach den 
dafur ubtaton peptidchemischen Methoden (Wunsch, E., Synthese von Peptiden, Houben-Weyl, Band 15/1, Methoden der . 
organiscnen Chemie, Muller, E., Hrsg., Georg-Thieme-Verlag Stuttgart 1974). FOr die VerknQpfung dieser Ausgangsprodukte zu 
Inhibitoren analog Formei I werden neue Syntheseverfahren zur Anwendung gebracht. 

Die erfir.JungsgemfiB erhaltenen Diacyl Hydroxylamineentsprechend der aiigemeinen Formei I oder deren pharmazeutisch 
anwendbaren Formulierungskomplexe kdnnen als irreversible Inhibitoren zur Hemmung der katalytischen Aktivitfit von 
Enzymen wie Proteinase^ Peptidasen, Lipesen, Esterasen, Synthetasen, Transacylasen in deren gereinigter Form als auch in 
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normalen und pathologist verSnderten menschlichen oder tierischen KiSrperflO ssigkeiten, Organen und Geweben sowie Zellen 
und Zellkulturen, vlralen, mikrobiellen, tierischer oder pflenzlicher Herkunft sowohl in vitro als auch in vivo hammen und damit 
als hochwlrkaame Diagnoatlka, Zytoatatika, Immunsuppressiva, Antl-Tumorpharmaka, antivirale Pharmaka, Anti-HlV-1* 
Pharmaka bzw. general! als Therapeutika bei Stoffwechsel- oder Regulationsprozessen zum Einsatz kommen, bei denen 
unerwilnschte AktMtfit oben ngher spezifizierter Enzyme pathologist Vera nderungen im jeweiligen Organismua induzieren. 



Ausfuhrungsbelspiele 
Belsplel 1* 

Die Acylhydroxamsfiuren als Ausgangsprodukte warden durch Behandlung dar SSure R,-COOH mil equimolarer Mange 
Carbonyldiimidazol und nachfolgender Zugabe von Hydroxylaminhydrochtorid dargestellt (Staab, H.A., Lflking, M, Durr, F.H., 
Chem.Ber.951962,127&-!283). 

Ohne weitere Reinigungsoperationen wird dann durch die Zugabe einea weiteren Equivalents Carbonyldiimidazol und eines 
Equivalents das Restes Rr-COOH unter Verwendung katalysierender Base (Pyrldin, N-Dimethylpyridin) das gewflnschte 
Endprodukt erhalten. Die s8ulenchromatographische Reinigung der ReaktionslSsung an Silicagel bzw. Sephadox LH-20 und 
nachfolgende Kriatallisation das Produktes aus Ethanol/Esalgester, oder Essigester/Petrolether fuhrt zum gewOnschten 
Endprodukt der allgameinen Formel J. 

Belsplel 2 

Das Syntheseverfahren dient der selektiven ElnfQh rung von Carbaminafiureresten (R 2 entapricht Amine n, C-termlna I geschutzten 
oder ungeschOtzten a-Amlnoafiuren oder Peptiden) in die Struktur der allgameinen Formel I. Dabel wird Acylhydroxamsfiure 
Rv-CO-NHOH gereinigt eingesetzt. 

Durch Reaktion zwischen von 4-Nitrophenyl-chloroformiet mit der Amlnokomponente R 2 entsteht eln aktlvlertes 
Carbaminsfiureesterderivat der allgameinen Formel: Np-CO-NH-R' oder Np-CO-NR*R\ wobei NH-R' und NR'R" dem Rest R, 
der ellgemeinen Formel entsprechen und neben AminosSuren und Peptidderivaten auch aliphatische, verzweigte, 
haterocyclische oder aromatische Amine darstellen k6nnen. Np- ist der 4-Nitrophenylrest. Ruhren eine Equivalentes 
AcylhydroxamsSure (R,-CO-NHOH) mit einem Equivalent Np-COR, bei 0°C in THF fuhrt zur gewunschten 
Diacylhydroxamsaure, die analog der in Beispiet 1 beschriebenen Methoden gereinigt werden kann. 

Belsplel 3 

N-tert.Butyloxycarbonyl-Alanyl-Phenylalanyl-O-Acetyl 

Hydroxylamin (Konzentrationsbereich 1-100 pM) wurde bei 25°C (in 60mM Tricinpuffer, pH7,6) mit dem Enzym Subtilisin 
Inkubiert und die Inektivierung des Enzyms mittels des Testsubatrata N-Succlnyl-Alanyl-Alanyl-Alanyl-Nitroanilid (10-500 uM) 
verfolgt. 

Die ermittelten Parameter der Inaktivierung betragen: 
Ki - 47 uM und kinact = 0,003 sec -1 . 

Belsplel 4 

N-Carbobenzoxy-Phenylalanyl-Phenylalanyl-O-Methacryl 

Hydroxylamin (Konzentrationsbereich 10-1 000 nM) wurde bei 25°C (in 50mM Acetatpuffer, pH5,5) mit dem Enzym Cathepsin L 

inkubiert und die Inaktivierung des Enzyms mittels des Testsubstrats N-Carbobenzoxy-Phenylalenyl-Arginyl- 

Methylcoumarinamid (3-8pM) verfolgt. 

Die ermittelten Parameter der Inaktivierung betragen: 

Ki = 9CnM und kinact - 0,11 sec' 1 . 
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